Plazmaticke bilkoviny, hemostaza,
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Plazmaticke bilkoviny

* Biosyntéza prevazné vétsiny plazmatickych bilkovin probiha
v jatrech, mensi Cast je syntetizovana na jinych mistech
(napr.v lymfocytech: imunoglobuliny)

 Odbouravani se uskutecnuje v hepatocytech a
v mononuklearnim fagocytarnim systému, kde se degraduiji
prevazné bilkoviny po vytvoreni komplexu (napr.
komplex hemoglobin-haptoglobin).

* Intracelularné jsou peptidové vazby bilkovin hydrolyzovany
pomoci proteaz a peptidaz za vzniku aminokyselin. Dalsi
zpusob odstranovani sérovych bilkovin se uskutecnuje
exkreci organy, predevsim ledvinami a gastrointestinalnim
traktem.

e Celkova koncentrace bilkovin v séru je 65-85 g/l, coz
odpovida onkotickému tlaku 3,33-3,52 kPa.V plazmeé je
koncentrace bilkovin vyssi o koagulacni faktory



Plazmaticke bilkoviny

 Bilkoviny v plazmeé jsou zastoupeny mnoha druhy
proteinu s ruznymi funkcemi :

e udrzovani osmotickeho tlaku

e transport dulezitych latek

e nutricni funkce

e udrzovani acidobazické rovnovahy
e hemokoagulace a fibrinolyza

e obranne reakce organismu — humoralni imunita:
o specificka imunita (imunoglobuliny),
> nespecificka imunita (slozky komplementu, bilkoviny
akutni faze).
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Obecnée priciny

* hereditarni (geneticky podminéna porucha syntézy proteinu nebo jeho
uvolnéni do obéhu),

e ztraty urcitych proteinovych frakci:
* Ledvinami — proteinurie (nefroticky syndrom),
o Kuizi — tézké popaleni, rozsahlé zanéty,

e strevem — exsudativni enteropatie,
* poruchy proteosyntézy:

* jatra — porucha jaterni proteosyntezy pri cirhoze, hepatitide apod.; snizuje
se zejména syntéza transportnich proteinu (albumin,
prealbumin, transferrin ad.), pri tézsi poruse se nedostatecna
syntéza koagulacnich faktoru manifestuje krvacivosti,

* malnutrice s nedostatecnym prijmem bilkovin v potrave — proteino-
kaloricka nebo cista proteinova malnutrice,

e relativni zmény pri dehydrataci,

o zanétliva reakce — syntéza imunoglobulint, proteinu akutni faze, utlum
syntézy transportnich proteinu.




Fyziologie krevniho srazeni

* Hemostaza je komplikovany, presne
regulovany proces, ktery dokaze zastavit
krvaceni pouze v misté poraneni, pri
neporuseni ceéy, udrzuje tekutost krve.

* Na hemostaze se podili predevsim céevy,
krevni desticky a plazmaticke faktory
(koagulacni, prirozene inhibitory a faktory
fibrinolyzy)



Cevy, cevni system

e Funkce cirkulacni

* Vyznam pro hemostazu: vaskulopatie

A\ A &3

jsou vsak hyperkoagulacni stavy (IM,
ischemicke cévni mozkove prihody,
koncetinove ischemie)




Subendotel ceévni stény

* Pri kontaktu s krvi je subendotel velmi
trombogenii a aktivuje okamzité vsechny
systemy hemostazy

» Nejdulezitéjsimi hemostatickymi slozkami
subendotelu jsou kolageny (vnitrni cesta
koagulace) a tkanovy faktor (vneéjsi cesta

koagulace)



Subendotel ceévni stény

* Na negativné nabitych povrsich kolagenu
dochazi k adhezi desticek vytvorenim
vazby mezi kolagenem, vVWF a receptory
desticek (aktivované glykoproteinove
komplexy GP Ib/V/IX a GP lIb/llla, pres
GP VI muze jit navic o primou vazbu
desticek na kolagenove struktury)



Endotel cevnich sten

» Povrchove receptory : trombomodulin,
receptor pro protein S, fibronektin, adhezivni

receptory — itergriny

e Déje na endotelu : metabolismus kys.
arachidonove, synteza vWF endotelinu, tPA
=> schopnost syntetizovat, hromadit a v
pripadé nutnosti exprimovat na povrch nebo
sekretovat radu jak prokoagulacnich,
proagregacnich a vazokonstrikcnich, tak i
antikoagulacnich, antiagregacnich a
vazodilatacnich pusobku, navic systém tPA-
PAl je hlavnim modulatorem fibrinolyzy




Primarni hemostaza

» Vystavba primarni cevni zatky (agregat
desticek) je zahajena adhezi krevnich
desticek (receptor GP Ib) k receptorum
kolagennich vlaken bazalni membrany
cevni steny prostrednictvim vVVF

 Shlukovani desticek (agregace) je
umozneéeno reakci destickového receptoru

GP lIb/llla s fibrinogenem a s vWF




Primarni hemostaza

* Primarni hemostaza vrcholi schopnosti
rektraktibility desticek (kontraktibilni
bilkoviny v destickové membrane) a
naslednym odplavenim, pokud neni
destickovy agregat zpevnen a fixovan
fibrinovou siti vytvorenou v procesu
koagulace.




Vlastni proces koagulace

Miroslav Penka, Eva Tesarova a kol. Hematologie a transfuzni Iékarstvi .
Praha: Grada Publishing, 201 I.




Prirozene inhibitory koagulace
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Stépeni fibrinogenu a fibrinu trombinem a
plazminem

Miroslav Penka, Eva Tesarova a kol. Hematologie a transfuzni Iékarstvi .
Praha: Grada Publishing, 201 I.



Fibrinolyticky system
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Systém plazmatickych faktoru

» Deleni podle mista ucinku:

* Koagulacni faktory
* Prirozené inhibitory krevniho srazeni
 Faktory fibrinolyzy



Systém koagulacnich faktoru

e Proenzymy, enzymy

* S vyjimkou FXIII (transglutaminaza) a
kofaktoru FV, FVII, jsou koagulacni faktory

serinove proteazy (katalyticka triada Ser-
His-Asp)



Systém koagulacnich faktoru

Faktory zavislé na vitaminu K

K-dependentni faktory (karboxylace gama glutamového
zbytku)

PIVKA formy
Fil, FVII, FIX, FX, protein CSa Z

Flla (trombin): prokoagulacni i antikoagulacni fce (PC), aktivace
trombocytu, aktivace inhibice fybrinolyzy (aktivace TAFI),
trombin moduluje prozanétlive procesy (regulace aktivace
trombocytd, exprese leukocytarnich adhezivnich molekul,
chemotaxe leukocytu, produkce protrombotickych faktoru)
dale potencuje proliferaci endotelialnich bunek, fibroblasu,
zvysuje uvolnovani jinych cytokinu a rustovych faktoru, na
endotelu indikuje sekrece VWF a produkci cytokinu.



* FXa in vitro nejmocnéjsi aktivator FVII,
reakce je vyznamné rychlejsi, pokud je
FVII navazan na TF. Mimoto FXa v
pritomnosti PL a Ca?* aktivuje také FV.Je
schopen vazby na TM a tak aktivuje PC.
Inaktivace FXa antitrombinem je v
pritomnosti FV, Ca?* a PL vyrazné snizena.
Pri nedostateCcném mnozstvi trombinu
muze FXa tento enzym nahradit, napr. v
zacatcich krevniho srazeni.



Systém koagulacnich faktoru

Faktory citlive k trombinu

FXIII (fibrin stabilizujici faktor) je transglutaminaza, ktery je
jedinym koagula¢nim enzymem s cysteinem v aktivnim misté

Sklada se ze dvou paru polypeptidu (A a B retézec)

A podjednotka je tvorena v megakaryocytech a
progenitorovymi bunkami mononuklearu

B podjednotka je tvorena v jatrech

FXllla katalyzuje formaci intermokekularnich vazeb mezi
ruznymi proteiny jako napf. fibrinovymi monomery, a.2—
antiplazminem , fibronektinem, kolagenem. Pusobenim na
rozpustny fibrin méni nekovalentni vazby na kovalentni (D-
dimery). Navazanim a2AP na fibrin chrani koagulum pred
fibrinolyzou.

Dalsi proteiny citlivé k trombinu: FV, FVIII, FXl,atd.




Systém koagulacnich faktoru

» Faktory faze kontaktu
 FXII, FXI, PKa (gamaglobulin), HMWK
o Kofaktory: plazmaticke a bunécne

» Plazmaticke kofaktory: Kininogeny,
FV(Leidenska mutace), FVIII

* Bunécne kofaktory:TF , trombomodulin,
endoteliarni receptor pro protein C, PZ



Systém koagulacnich faktoru

* Fibrinogen (Fl) je fibrilarni protein,
pritomny jak v plazme, tak v a-granulach
trombocytu. Fibrinogen je stépen bud’
trombinem na fibrin, nebo plazminem na
fibrinogen degradacni produkty (system
fibrinolyzy). Muze byt stépen i trombinu
podobnymi enzymi — hadi jed reptilaza. Je
proteinem akutni faze, koncentrace se
zvysuje pri zatezi, zanétu v tehotenstvi




Systém koagulacnich faktoru

* Adhezivni proteiny umoznuji kontakt
bunek mezi sebou navzajem a mezi
bunkou a extracelularni matrix.V
nemostaze je nejdulezitéjsi vWF
 vonWillebranduv faktor je syntetizovan
vyhradné v megakaryocytech a
endotelialnich bunkach. Patri k nejvetsim
molekulam v plazmg, tvori multimery

(dimery az 50-100podjednotek)




Systém prirozenych inhibitoru

e Antitrombin

* Protein akutni faze, regulace syntezy AT je
navazana na regulaci syntezy fibrinogenu.
Pri stepeni fibrinogenu pri aktivaci
koagulace klesa i antitrombin- Proto
stépeni fibrinogenu dava signal i k dalsi
synteze AT

e Inhibitor Flla, FXa, TF/FVlla, FIXa (heparin),

serinove proteazy obecne



Systém prirozenych inhibitoru

o C| inhibitor :inhibitor faze kontaktu a
zasahuje do systemu komplementu, dale je
schopen inhibovat i plazmin

e Inhibitor aktivovaneho PC (PCI) je identicky
s PAI-3

Po vazbe na heparin inhibuje proteazy APC,
Flla, Flla v komplexu s TM, FXa, tPA, uPA. Ma
zrejme jak prokoagulacni tak antikoagulacni
vlastnosti v zavislosti na tom, kterou
proteazu inhibuje a ktery kofaktor je
pritomen.




Systém prirozenych inhibitoru

* Proteinazovy inhibitor zavisly na proteinu
Z (ZP)) je serpin produkovany jatry.V
pritomnosti PZ, Ca2+ a PL je rychlym
inhibitorem FXa, bez kofaktoru ZPI
inhibuje FXla a tato fce je cca 2x
urychlena heparinem. Predpoklada se, ze
hlavni fce je tlumit koagulacni odpoved’
pred vytvorenim protrombinazy




Systém prirozenych inhibitoru

* Protein Z (PZ): K dependentni GP v
plazmé komplex ZPI. PZ pusobi jako
kofaktor pri inhibici FXa cestou PZI na PL.
Pri podavani kumarinu klesa koncentrace
velmi rychle a na rozdil od ostatnich K

dependentnich faktoru se snizuje i antigen
PZ.




Systém prirozenych inhibitoru

» System proteinu C je prirozena antikoagulacni
cesta tvorena PC, PS,TM, PCI, receptor pro
protein C na endotelu.

» Aktivace PC probiha na povrchu cévnich
endotelii. Jako kofaktor této reakce pusobi
specificke endotelialni receptor trombinu TM.
Trombin vazany na TM jiz neni koagulacne aktivni.
Komplex trombin-TM za pritomnosti Ca2+
aktivuje PC.Aktivovany PC za pritomnosti
kofaktoru PS inaktivuje FVa, kofaktorem inaktivace
FVIlla je vedle PS i FV. Stepeni obou kofaktoru je
inhibovano ceruloplazminem.APC zasahuje
rovnéz do systemu fibrinolyzy- uvolnuje tPA z
vazby na PAI-| (tvori komplex s PAI-I)




Systém prirozenych inhibitoru

e Kuniny :inhibitory proteaz se strukturou
zvanou Kunitzova domena v molekule, patri
sem TFPI a nexin proteaz

o TFPI (inhibitor zevni cesty koagulace) primo
inhibuje FXa a reakce je urychlovana
heparinem. Na FXa zavisla inhibice TF/FVlla
vyzaduje vytvoreni komplexu FXa-TFPI-
TF/FVlla. Pusobeni TFPI je prvni dulezita
negativni zpétna vazba v systemu koagulace,
ktera zabranuje jeji nadmeérne aktivaci




Systém prirozenych inhibitoru

e Metaloproteinazy
* ADAMTSI 3 nezbytny pro stépeni vWF

* TAFI system fibrinolyzy, proteinaza
obsahuijici zinek




Faktory fibrinolyzy

e Plazminogen, plazmin

* PLG je jednoretézcovy GP syntetizovany v jatrech i v
jinych tkanich (eozinofily, ledviny)

e PLG se vaze na povrchy bunek, véetne endotelu ci
nadorovych bunéek

e Aktivace na plazmin probiha rozstepenim jedne
peptidicke vazby

e Plazmin je nespecificka serinova proteaza

e Plazmin ma v plazmé kratky polocas (volny 0, 1s),
navazany na fibrin se polocas signifikantne prodluzuje

(10s)

e Plazmin navazany na fibrin je chranén pre vlivem
antiplazminu




Faktory fibrinolyzy
Aktivatory plazminogenu

Tkanovy aktivator plazminogenu (tPA) syntetizovan
endotelem, ale i monocyty a megakaryocyty

Z endotelu se uvolnuje pusobenim APC, histaminu,
bradykininu,IL-1, vlivem stresu, fyzicke zateze, Ci pri
Zilni okluzi

V plazme se vykytuje volny, nebo v komplexu s PAI-|
Urokinazovy aktivator plazminogenu (uPA)

V plazme cirkuluje samostatne, jeho hlavni fce je role
pri stepeni ECM (extracelularni matrix), tim
umoznuje migraci bunek (hojeni ran, zanet,
embyogeneze, invaze nadorovych bun&k a
metastazovani zhoubnych nadoru)




Faktory fibrinolyzy
Inhlbltory v systemu fibrinolyzy

a2-antiplazmin je tvoren v jatrech
* Fce: kompetice s plazminem o vazebné misto na fibrinu
 Inhibitory aktivatoru plazminogenu (PAI)
* Prirozené inhibitory tPA
e Inhibitor fibrinolyzy aktivovany trombinem (TAFI)

* Fce spociva v odstépeni C-terminalnich molekul Lys a Arg z
fibinovych vlaken.Tim dochazi k blokaci vazby tPA a plazminogenu
na fibrin a vyrazné se zpomali aktivace plazminogenu na plazmin.
Vysledkem je snizeni fibrinolytického potencialu.

 Dalsi fce TAFI: potencuje uvolnovani PAl-1 z aktivovanych desticek
(inhibice fibrinolyzy)

* Veskeré poruchy generace trombinu maji za nasledek i
zvyienou rychlost fibrinolyzy

e Antiplazmin cleaving enzyme (APCE) odstépuje z a2-antiplazminu
peptid o 12 AMK, kratsi forma je |3x rychleji zabudovéana faktorem
Xllla do fibrinové sité (zvysena odolnost fibrinu proti plazminu)
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Definice lekarskeho slovniku

koagulopatie

e nemoc charakterizovana zvysenou
krvacivosti zpusobenou nedostatkem
nebo poruchou koagulacnich faktoru,
popF. pritomnosti jejich inhibitoru. Muze
byt dedicna (hemofilie) nebo ziskana (napr.
bri té€zkych jaternich chorobach, poruse
vstfebavani vitaminu K).




Koagulopatie — vrozene krvacive
stavy

» von Willebrandova choroba

* Hemofilie

* Vrozene defekty ostatnich koagulacnich
faktoru

e Kombinované defekty



Hemofilie- vrozena koagulopatie

e Hemofilie A a B jsou dédicné krvacivé choroby, ktera jsou
zpusobeny deficitem koagulacniho FVIII, respektive FIX. Podle
tize defektu koagulacni aktivity FVIIlI nebo FIX se oba typy
hemofilie déli na hemofilii tezkou (pod %), stredné tézkou
(1-5%) a lehkou (5-40%)

o Etiopatogeneze:
» dédicnost recesivni, vazana na pohlavni chromozom X

* Pricinou krvaceni u hemofilie je selhani sekundarni
hemostazy. Dojde sice k vytvoreni primarni trombocytarni
zatky a vzniku mensiho mnozstvi trombinu, vlivem defektu
FVIII ¢i FIX vsak selhava cesta amplifikace a nasledné
propagace koagulace, protoze se tvori nedostatecné mnozstvi
tzv. vnitrni tenazy, ktera aktivuje FX. Celkové vytvorene
mnozstvi trombinu je nedostatecné pro vznik kvalitni
fibrinove zatky. Nedochazi tak k uplné zastave krvaceni, u
tézkych forem dojde pouze ke zmirnéni krvaceni.




Hemofilie- vrozena koagulopatie

o Lecba: standardem v CR je pouziti plazmatickych,
vysoce cistenych a protivirove osetrenych
koncentratu FVIII/IX. K vylouceni rizika prenosu
infekce byly vyvinuty rekombinantni koncentraty
FVII/IX, které by mely byt vyhrazeny pro nove
narozene, dosud nelecene hemofiliky.

o Komplikace terapie: vznik protilatek proti
FVIII/FIX. Jde o reakci imunitniho systemu
hemofilika na cizorody FVIII/FIX. Protilatka se
vaze na molekulu faktoru a znemoznuje tak
vykonavat jeho funkci v prubéhu srazeni krve,
pripadne dochazi ke zrychleni clearance
komplexu faktor+inhibitor.



Hemofilie- vrozena koagulopatie

 Ke vzniku inhibitoru dochazi vétsinou béhem prvnich 50 dnu
podavani koncentratu faktoru. Mnozstvi inhibitoru je udavano
v tzv. Bethesda jednotkach (BU). Pokud opakované podani
faktoru nedojde ke vzestupu inhibitoru nad 5BU/ml, pak se
pacient oznacuje jako low responder (narust nad 5BU/ml-
high responder)

* U low respondera, pak v lécbé krvaceni Ize uzit koncentrat
chybéjiciho faktoru.Vysokou davkou podavaného faktoru Ize
inhibitor vyvazat na aplikovany faktor a faktor podany nad
toto mnozstvi pak zabezpeci jeho terapeutickou hladinu
(nelze u high respondera)

e U high respondera lze pouzit preparat aktivovaneho

protrombinového komplexu (FEIBA®) nebo rekombinantni
FVlla (NovoSeven®)



NovoSeven®
mechanismus ucinku -

Rekombinantni faktor Vlla ve
farmakologickych davkach primo
aktivuje faktor X na povrchu
aktivovanych desticek
lokalizovanych v misté

poranéni nezavisle na pritomnosti
tkanového faktoru.To vede ke vzniku
dostatecného mnozstvi trombinu
nezavisle na pritomnosti tkanového
faktoru a také nezavisle na
pritomnosti FVIIl a IX.

NovoSeven® zvysuje tvorbu
inicialniho trombinu a zkracuje tak
cas nutny k aktivaci dostupnych
desticek, i kdyz nenormalizuje
celkové potrebné mnozstvi
trombinu.

NovoSeven® zvysuje ukladani fibrinu
na trombogenni povrchy. Fibrin vaze
na tyto povrchy trombin, a tak
dochazi k posilovani procest
probihajicich na povrchu desticek
(dalsi aktivace desticek, aktivace
koagulaénich faktora VI, IX).

NovoSeven® zvysuje adhezi

a agregaci desticek a zvysuje
dostupnost fosfolipidovych molekul
na povrchu desticek



Koagulopatie — ziskané krvacive
stavy

* Nedostatek vitaminu K

 Jaterni postizeni

e Metabolicky syndrom

e Uremie

* Nadorové onemocneéni

* Paraprotienemie

e Trauma

e Sepse

* Virove infekce

e Syndrom diseminované intravaskularni koagulace (DIC)
* Biologicke latky (hadi jedy)

o Ziskané poruchy krevniho srazeni z poruchy plazmatickych

faktoru vznikajici na imunitnim podkladé (specifické
inhibitory, nespecificka antikoagulancia napr. LA)



